Система биотехнологических методов в селекционной технологии моркови (Daucus carota L.) by Tjukavin G.B. & Тюкавин Г.Б.
н а у ч н о  п р а к т и ч е с к и й   ж у р н а л о в о щ и   р о с с и и   № 1    2 0 0 9[  17 ]
СОВРЕМЕННЫЕ НАПРАВЛЕНИЯ СЕЛЕКЦИИ  ОВОЩНЫХ КУЛЬТУР
М орковь служила одним из важнейших модельных объектов при из
учении фундаментальных вопросов фи
зиологии и генетики культивируемых кле
ток и тканей растений, которые, в свою
очередь, способствовали пониманию про
цессов, происходящих на уровне организ
ма. При изучении морфогенеза в каллус
ных культурах моркови была установлена
двухфазность органогенеза и обоснована
гипотеза о том, что направление морфо
генеза определяется концентрацией и со
отношением внесенных в среду стимуля
торов роста ауксиновой и цитокининовой
природы (Бутенко, 1964). Суспензионная
культура моркови позволила вскрыть ме
ханизмы образования и развития зароды
шей в культуре in vitro, что было трудно, а
порой и невозможно, сделать при изуче
нии эмбриогенеза in vivo (Ammirato, 1986).
В прикладном отношении использование
методов биотехнологии растений ограни
чивалось возможностью использования
соматического эмбриогенеза для размно
жения родительских инбредных линий и
отбора in vitro для получения новых источ
ников устойчивости к болезням (Meredith,
Lawrence, 1981). Использование сомати
ческого эмбриогенеза позволило разра
ботать технологию производства искус
ственных семян, что открыло новый путь к
сохранению и поддержанию ценных се
лекционных линий (Kitto, Janick, 1985;
Kamada et al., 1989; Liu et al., 1992). Нере
шенными оставались вопросы культуры
зародышей, завязей и семяпочек, пыль
ников in vitro и получения трансгенных
растений моркови с новыми хозяйственно
полезными признаками. Решению этих
вопросов были посвящены исследования,
проводимые во ВНИИССОК с 1983 года.
В результате проведенных исследова
ний разработан ряд основополагающих
биотехнологических методов, использо
вание которых позволяет получать за ко
роткое время исходный материал для се
лекции моркови с нужными для селекцио
нера признаками.
Важным условием при разработке био
технологических методов является выбор
исходного экспланта и его стерилизация.
Из литературных источников следовало,
что для стерилизации различных эксплан
тов моркови (корнеплоды, семена) ис
пользовали 0,1% раствор сулемы (Бутен
ко, 1964; Калинин и др., 1980), 0,4% рас
твор гипохлорита Na (Masuda et al., 1981)
и этанол (Плащев, 1982). В наших иссле
дованиях был изучен широкий спектр сте
рилизующих веществ, в результате чего
были предложены следующие способы
стерилизации различных эксплантов мор
кови.
1. Для получения  стерильной культуры
зародышей; а) из семян – предвари
тельная стерилизация 96% этанолом в
течение двух минут, а затем стерилиза
ция 0,5% водным раствором сулемы в
течение 2030 минут; б) из завязей –
предварительная стерилизация 96 %
этанолом в течение 1 минуты, а затем
стерилизация 0,1% водным раствором
сулемы в течение 2030 минут. Прорас
тание выделенных зародышей моркови
на питательных средах в условиях in
vitro составило в среднем 83,2 +1,5%
при доверительном интервале 80,2
86,0%. Существенных морфологичес
ких изменений у растений, полученных
в условиях in vitro, не отмечалось.
2. Для получения стерильной культуры
пыльников и семяпочек стерилизация
зонтичков и/или бутонов 10% водным
раствором хлорамина «Б» в течение 20
30 мин. Для стерилизации бутонов
весьма эффективным способом явля
ется обработка их 0,5% водным раство
ром сулемы.
Последнее время для стерилизации
эксплантов нами используются шпри
цы. На наш взгляд при этом достигает
ся ряд преимуществ:
а) снижается расход стерилизующих
растворов;
б) обеспечивается максимальное сма
чивание эксплантов;
в) происходит лучшая промывка экс
плантов.
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ализации решения тех или иных задач в
селекционногенетических исследовани
ях с использованием методов биотехно
логии растений является разработка сис
тем регенерации целых растений из от
дельных клеток и/или их групп, а также
различных органов.
В ранних исследованиях по изучению
органогенеза в каллусных тканях моркови
было показано, что переход ткани к обра
зованию корней, а затем почек наблюдал
ся после переноса ткани со среды с ИУК
или аденином на среду без добавления
активных веществ. Органогенезу предше
ствовало появление определенного гра
диента в активности ауксиноксидазы меж
ду верхней частью ткани и нижней. В верх
ней части активность ауксиноксидазы бы
ла значительно выше, и именно здесь на
блюдалось образование стеблевых почек
(Pilet, 1961).
Более детально и целенаправленно ис
следования по органогенезу в культуре
каллусных тканей моркови были проведе
ны в ИФР. Наиболее интересным обстоя
тельством этих исследований явилось ус
тановление факта фазности процесса ор
ганогенеза. Первая фаза органогенеза –
переход недифференцированно расту
щей ткани к образованию регенерацион
ной меристемы и закладке «зародышепо
добных» структур – происходит под влия
нием добавления к питательной среде
производных нуклеинового обмена и ами
нокислот. Эта фаза может быть названа
фазой меристематизации и дифференци
ации зачатков органов. Вторая фаза орга
ногенеза – переход возникших образова
ний к активному росту стеблевых органов
и корней – происходит у моркови при вве
дении в питательную среду антиметаболи
тов нуклеиновобелкового обмена или
ауксинов (Бутенко, 1964). В настоящее
время для индукции каллуса из корнепло
дов используют среду МС с добавлением
2,0 мг/л 2,4Д и 0,2 мг/л кинетина. Для ин
дукции стеблевого органогенеза исполь
зуют среду МС, содержащую 0,2 мг/л БАП
(Калашникова, 1996).
Для индукции каллуса и последующего
получения растений в качестве эксплан
тов также используются гипокотили про
ростков (Masuda et al., 1981; S
v
imkova' ,
1998; Ипатова, 2004) и сегменты листовых
черешков (Ипатова, 2004). 
В наших исследованиях каллусные
культуры получали из зиготических заро
дышей моркови на основной среде МСм
(Masuda et al., 1981) В результате была
разработана регенерационная система,
заключающаяся в следующем:
1 – индукция каллуса проводится 
на среде МСм с 0,2 мг/л 2,4Д;
2 – регенерация проростков 
из каллусов – на среде 
МСм с 0,1 мг/л кинетина;
3 – подращивание 
и укоренение 
растенийрегенерантов моркови – 
на фильтровальных 
мостиках в жидкой среде МСм без
гормонов или с добавлением 0,1 мг/л ки
нетина.
Разработанная нами регенерационная
система была с успехом использована при
генетической трансформации моркови ре
портерным геном GUS, геном раститель
ного дефензина из семян редьки Rs и ге
ном Тауматин II (Шушкова и др.,1998), а
также геном итерлейкина18 человека
(Дейнеко и др., 2004).
Культура изолированных зиготических
зародышей широко используется у раз
личных культур для решения ряда генети
коселекционных задач. Основными из них
являются: 1 – управление первыми этапа
ми онтогенеза – эмбриогенеза (например,
использование генетического признака –
автономности); 2 – сокращение и снятие
периода покоя семян; 3 – создание банка
растительных тканей ценных видов расте
ний; 4 – преодоление нескрещиваемости
при прогамной и постгамной несовмести
мости; 5 – получение апомиктичных расте
ний и т.д.
Исследования по культуре зиготических
зародышей моркови in vitro не проводи
лись. В этом плане наши исследования яв
ляются оригинальными. В результате ис
следований был разработан состав пита
тельной среды, позволяющий получать
растения из изолированных зародышей на
разных стадиях развития. Установлено, что
пороговым сроком отделения завязей от
материнского растения для культивирова
ния завязей, семяпочек и зародышей in
vitro является четыре недели после опыле
ния. К этому времени зародыш достигает
1/31/2 своего окончательного размера in
vivo. Разработанные методические приемы
были использованы для культивирования
апомиктичных зародышей. В результате
было получено 30 линий, две из которых
были отобраны как перспективные формы
для селекции (Тюкавин др., 1988).
Культура зиготических зародышей мор
кови in vitro может быть также использова
на для получения межвидовых и межродо
вых гибридов в тех случаях, когда гибрид
ные зародыши полностью не развиваются
на материнском растении, и требуется их
доращивание и получение растений в ус
ловиях in vitro.
Гаплоидия – одно из важнейших при
кладных направлений генетики и селекции.
Путем удвоения числа хромосом у гаплои
дов можно сразу создать гомозиготные ли
нии, на выделение которых при селекции
на гетерозис у перекрестноопыляющихся
культур приходится затрачивать до 710
лет (однолетние растения) и/или 1420 лет
(двулетние растения). Экспериментально
гаплоидные растения можно получить раз
ными методами: 1 – отбор близнецов; 2 –
межвидовые скрещивания; 3 – радиологи
ческий метод; 4 – гибридизация на разных
уровнях плоидности. В последнее время
для этой цели широко используются мето
ды биотехнологии растений, а именно анд
рогенез и гиногенез in vitro.
Морковь имеет довольно мелкие гене
ративные органы и в начале 80х годов ХХ
века высказывалось скептическое мнение
о возможности получения гаплоидов с ис
пользованием метода андрогенеза in vitro
(Sung, Dudits, 1981). Тем не менее, с 1983
года нами были начаты исследования в
этом направлении. Разработка современ
ных методов для ускоренного создания го
мозиготных линий является весьма акту
альной задачей в селекции моркови (Stein,
Nothnagel, 1995; Simon, 1997). Разработ
кой метода андрогенеза in vitro для морко
ви занимались исследователи Дании
(Andresen et al., 1990), Японии (Hu et al.,
1993) и Польши (Go' recka, Krzyz' anowska,
2001). В этих исследованиях для индукции
андрогенных структур использовалась ос
новная среда Б5 с высоким содержанием
сахарозы 1014 г/л и низким содержанием
фитогормонов (Andresen et al., 1990;
Go' recka, Krzyz' anowska, 2001) и основная
среда МС с высоким содержанием аукси
нов (Hu et al., 1993). Кроме того, в этих ра
ботах не отражены вопросы цитоэмбрио
логии образования андрогенных структур
и не дается оценка полученных андроген
ных растений современными методами
молекулярного анализа. Также проблема
тичным остается вопрос адаптации андро
генных растенийрегенерантов (Go' recki et
al., 2001).
В наших исследованиях изучены все ас
пекты метода андрогенеза in vitro и разра
ботана технология получения удвоенных
гаплоидов моркови.
Было установлено, что пыльники морко
ви являются гормонозависимыми. Пер
вичными эксплантами служат бутоны, в
пыльниках которых содержатся одноядер
ные микроспоры, находящиеся на стадии
развития, предшествующей их поляриза
ции, и на начальной стадии поляризации.
Выращивание донорных растений следует
проводить в контролируемых условиях, что
является залогом воспроизводимости ре
зультатов экспериментов.
Цитоэмбриологическими исследовани
ями установлено, что развитие андроген
ных структур происходит как при равном,
так и при неравном делении микроспор.
При равном делении микроспор закладку
проэмбрио отмечали как в обеих клетках,
так и в одной. В последнем случае вторая
клетка не развивалась. При неравном де
лении микроспор, когда в результате мито
за образуются генеративная и вегетатив
ная клетки, но размеры первой больше
обычных, возможны три пути образования
эмбриоидов: 
1. Эмбриоиды развиваются из вегета
тивной клетки; генеративная клетка при
этом деградирует. 
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2. Эмбриоиды развиваются из генера
тивной клетки; развитие вегетативной
клетки при этом подавлено. 
3. Одновременное развитие эмбрио
идов из вегетативной и генеративной
клеток; генеративная клетка отличает
ся меньшими размерами по сравнению
с вегетативной. В процессе вторичного
эмбриогенеза и регенерации растений
в системе in vitro происходит смена
плоидности от n до 2n (рис. 1).
А
А
Рис. 1. А 3 гаплоидная метафаза (n=9) и 
Б 3 диплоидная (2n=18) метафазы в
меристеме клеток корня растений3
регенерантов моркови R0 ( х 90)
Технология получения андрогенных
растенийрегенерантов в культуре пыль
ников моркови заключается в следующем:
1 – стерилизацию бутонов моркови
проводят 10% водным раствором хло
рамина «Б» в течение 2030 мин или
0,5% водным раствором сулемы с до
бавлением к нему в качестве эмульга
тора твин20 (Serva, США) в количестве
1 капля на 100 мл раствора в течение 20
мин;
2 – бутоны в течение 24 недель культи
вируют в темноте (в термостате при
25°С) на агаризованной среде МСм с
0,2 мг/л 2,4Д;
3 – разросшиеся пыльники выделяют
из бутонов, переносят в пробирки на
свежую среду того же состава и культи
вируют на этажерочной светоустановке
с люминесцентными лампами при ос
вещенности 23 клк, фотопериоде 16 ч
и температуре 20…25°С до образова
ния эмбриоидов и/или эмбриогенного
каллуса (56 нед);
4 – эмбриоиды и/или эмбриогенный
каллус переносят на фильтровальные
мостики в стеклянные пробирки с жид
кой средой МСм, содержащей 0,1 мг/л
кинетина, где начинается процесс об
разования проростков либо из первич
ных, либо из вторичных эмбриоидов;
5 – подращивание и укоренение расте
нийрегенерантов проводят на фильт
ровальных мостиках в стеклянных про
бирках с жидкой безгормональной сре
дой МСм;
6 – для адаптации in vivo растенияре
генеранты моркови высаживают в тор
фяные или пластмассовые горшочки с
почвосмесью и накрывают слегка пер
форированными полиэтиленовыми па
кетами или стеклянными (пластиковы
ми) стаканчиками. Период адаптации
составляет 34 недели. Далее растения
RА0 хорошо развиваются в типичных ус
ловиях выращивания защищенного
и/или открытого грунта.
7 – хранение и яровизация корнеплодов
RА0 осуществляют в обычных условиях;
8 – во время цветения растений R0 про
водят самоопыление каждого андроген
ного растения в отдельности;
9 – из полученных семян выращивают
растения RА1 и проводят молекулярно
генетический анализ;
10 – отобранные дигаплоидные линии в
последующем используют в селекцион
ных программах по получению сортов и
F1 гетерозисных гибридов моркови.
Разработанная нами технология полу
чения удвоенных гаплоидов позволяет по
лучать генетически выровненный исход
ный материал для селекции F1 гетерозис
ных гибридов моркови за 23 года. Техно
логия легко воспроизводима. Эффектив
ность данной технологии подтверждена с
использованием RAPDтехнологии, осно
ванной на амплификации геномной ДНК
(Дорохов и др., 1996; Лаптева, 1999; Тюка
вин и др., 2001).
Использование метода андрогенеза in
vitro моркови позволило получить исход
ный материал, который был использован
при создании сорта моркови столовой Со
ната (рис.2; табл.1) и получении гибридов
F1 во ВНИИО (Семенова и др., 2003).
Рис. 2. Схема получения сорта моркови сто3
ловой Соната
Семья № 46 Семья № 77
Х
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Примечание: * Указывает статистически
значимые различия при НСР05.
Культура неоплодотворенных завязей и
семяпочек (гиногенез in vitro) является
альтернативным методом получения гап
лоидов и/или удвоенных гаплоидов по
сравнению с культурой пыльников. Несмо
тря на то, что этот метод широко исполь
зуется у ряда важных сельскохозяйствен
ных культур, в доступной нам литературе о
разработке этого метода у моркови нет
никакой информации.
В процессе наших исследований, про
водимых с 1988 года, был разработан ме
тод гиногенеза in vitro для моркови с ис
пользованием неопыленных завязей и се
мяпочек. Было установлено, что женские
генеративные органы так же, как и пыль
ники, являются гормонозависимыми.
Первичными эксплантами служат бутоны,
в которых семяпочки содержат семикле
точный или зрелый зародышевый мешок.
Стадию развития зародышевого мешка
можно определить по стадии развития
микроспор или по размерам завязи.
Разработанная нами технология полу
чения гиногенных растений в культуре не
опыленных семяпочек in vitro заключается
в следующем:
1 – бутоны в течение двух недель куль
тивируют в темноте (в термостате при
25 С) на агаризованной среде MСм с
0,2 мг/л 2,4Д;
2 – из разросшихся завязей выделяют
семяпочки и помещают на среду MСм с
0,2 мг/л 2,4Д и культивируют до обра
зования эмбриоидов (рис. 3) и/или эм
бриогенного каллуса которые, как пра
вило, образуются у микропилярного
конца семяпочек.
Последующие элементы технологий
аналогичны с технологией для андрогене
за in vitro моркови.
Эффективность данной технологии
подтверждена с использованием RAPD
технологии, основанной на амплификации
геномной ДНК (Лаптева, 1999; Тюкавин и
др., 2001).
С использованием метода гиногенеза
был получен исходный материал для со
здания гибридов F1 во ВНИИО (Семенова
и др., 2003)
Одним из приоритетных направлений
современной биотехнологии растений
является создание трансгенных расте
ний. Хотя ведущими трансгенными куль
турами в мировом масштабе являются
трансгенные соя, кукуруза, рапс и хлоп
чатник (ISAAA, 2004), с каждым годом
растет и число испытаний овощных куль
тур. К 2003 году общее количество поле
вых испытаний трансгенных овощных
культур превысило 1200. Более 50% из
них приходилось на томаты и только 1,3
% – на морковь.
Рис. 3. Образование эмбриоидов в
культуре неопыленных семяпочек моркови
(гиногенез in vitro).
По моркови в период с 1993 по 2004 го
ды было проведено 17 полевых испытаний
трансгенных форм. В первую очередь ис
пытывали формы с повышенной устойчи
востью к фитопатогенам (11 испытаний), 4
испытания проводили с формами, обла
дающими улучшенным качеством урожая
и с 1999 года начаты полевые испытания
трансгенных растений моркови, устойчи
вых к гербицидам.
Во второй половине 90х годов ХХ ве
ка голландской фирмой Mogen на рынок
были предложены трансгенные формы
моркови с повышенной устойчивостью к
грибным фитопатогенам Alternaria,






Ранняя урожайность корнеплодов, т/га 37,30 36,90  0,40
Общая урожайность корнеплодов, т/га 72,23 78,70 + 6,47
Урожайность товарных, хозяйственно годных корнеплодов, т/га 48,23 56,87 + 8,64
Масса товарного корнеплода, г 71,27 89,63 + 18,36
Урожайность семян с одного растения, г 27,00 30,05 + 3,05
Развитие бактериоза на искусственном инфекционном фоне, % 68,60 54,30 *  14,30
Развитие бактериоза на естественном инфекционном фоне, % 63,80 47,77 * 16,03
Вкусовая оценка корнеплодов, балл 3,85 4,85 * +1,00
Содержание сухого вещества в корнеплодах, % 10,74 12,59 * + 1,85
Сумма сахаров, % 6,64 8,62 * + 1,98
Каротин, % 12,15 18,48 * + 6,33
Содержание нитратов, мг/кг 178,18 143,37   34,81
1. Хозяйственные и биологические показатели нового сорта моркови столовой Соната в сравнении со стандартом –
сортом Нантская 4 (Тюкавин и др., 2005; Тюкавин 2007а, 2007б)
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тойчивость к грибным фитопатогенам
позволяет проводить механизированную
уборку урожая.
В наших исследованиях была про
ведена модификация метода бакте
риальной трансформации моркови. В
результате исследований было уста
новлено, что лучшим вариантом для
совместного культивирования агро
бактерий и каллуса моркови является
использование фильтровальной бу
маги для «подсушивания» и последу
ющего культивирования. Установлено
так же, что для трансформации каллу
сов моркови необходимо совместное
культивирование их с агробактерия
ми в течение 23 суток (Шушкова и
др., 1998).
Разработана методика отбора транс
генных растений RТ1, …, n моркови с
селективным геном npt II, суть которой
заключается в следующем: семена сте
рилизуют коммерческим препаратом
«Белизна» в течение 2030 мин;   поме
щают на фильтровальные мостики в
стеклянные пробирки (21 200 мм) с
жидкой безгормональной средой МСм
(Masuda et al., 1981), содержащей кана
мицин в концентрации 100 мг/л;   про
ращивание семян и выращивание рас
тений проводят на свету;   отбор расте
ний проводят через четыре недели;
растения, имеющие 23 настоящих лис
та и хорошо развитую корневую систе
му, высаживают в вазоны с почвой для
адаптации in vivo;  в течение 23 недель
растения выдерживают при повышен
ной влажности воздуха (для этого рас
тения закрываются перфорированными
пластиковыми пакетами или стаканчи
ками);   после адаптации проводится
молекулярнобиологический анализ
включения и экспрессии генов.
В результате исследований впервые
получены трансгенные растения (ана
логи сорта  Нантская 4) с геном Таума
тин II, устойчивые к Fusarium ave
naceum.
Таким образом, во ВНИИССОК раз
работан ряд современных биотехноло
гических методов, направленных на ус
коренное получение исходного селек
ционного материала моркови с задан
ными признаками.
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